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 96/6/8، پذیرش: 96/7/12، اصلاح: 96/4/22 دریافت:
 خلاصه
د. هدف از این مطالعه تعیین تیپ تعدادی از جدایه های بدست ها می باشهای ادراری در بیمارستانسودوموناس آئروژینوزا یکی از شایع ترین عوامل عفونت سابقه و هدف:
 باشد.به منظور رسیدن به یک الگوی ژنتیکی مشخص برای دسته بندی آنها می AVLMآمده از بیماران به روش 
آوری شد. برای بررسی ژنوتیپی براساس روش  جمعاران در بیمارستان های تهران سویه سودموناس آئروژینوزا از نمونه ادراری بیم 27در این مطالعه  ها:مواد و روش
-SM) موجود در ژنوم باکتری ها که درون نواحی ژنی RTNVژنومی انجام شد. سپس توالی های تکراری پشت سرهم ( AND، ابتدا از نمونه ها استخراجAVLM
 تکثیر RCPرایمرهای اختصاصی به روش قرار داشتند، توسط پ 371-SMو  241-SM، 322-SM، 222-SM، 712-SM، 512-SM، 412-SM، 312
  بررسی شد. AVLMهای مورد نظر با استفاده از ژل الکتروفورز، ارتباط تکاملی و تیپ بندی آنها با روش شدند. پس از اطمینان از تکثیر ژن
دی شده و نمودار درخت تکاملی ژنی رسم گردید. بر اساس تیپ دسته بن 61سویه بدست آمده در  27ها، RTNVو تعیین تعداد  RCPبعد از الکتروفورز محصول  یافته ها:
) تقسیم شدند که این معیار نشان دهنده فاصله ژنتیکی بر اساس اختلاف در تعداد xelpmoc lanolcنال (وکمپلکس کل 33 سویه بالینی به 27، TSMالگوی 
 در هر یک از گروه ها بود.  RTNV
یک روش موثر برای تیپ بندی سویه های بالینی سودوموناس آئروژینوزا می باشد. نتایج بدست آمده نشان دهنده  AVLMمطالعه حاضر نشان داد که  نتیجه گیری:
 ، می باشد.که از نظر فنوتیپی بسیار شبیه به یکدیگر بود یپتانسیل بالای این روش در تمایز بین سویه های
 .RTNV)، AVLMعفونت ادراری، آنالیز نواحی تکراری چند ناحیه ای (سودوموناس آئروژینوزا، تیپ بندی ژنتیکی،  واژه های کلیدی: 
 
                                                           
 می باشد.مهندسی ژنتیک و زیست فناوری ملی گاه قاتی پژوهشحقیتو طرح ژنتیک مولکولی  دانشجوی رشتهمحمد استاجی این مقاله حاصل پایان نامه  
 جمشید راهبدکتر مسئول مقاله:  *
 ri.ca.begin@maj :liam-E                                                        322-26749688 لفن:. تپژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، گروه پزشکی مولکولیتهران، آدرس: 
 مقدمه 
ها یکی از جنس های باکتریایی است که توانایی متابولیسمی سودوموناس
بسیار بالایی دارد. این باکتری شامل گونه های مختلفی اعم از غیربیماریزا و 
چنین در سراسر بیماری زای فرصت طلب می باشد. این جنس از باکتری هم
های چیده شده، ها در مخازن مرطوبی مانند غذاها، گلمحیط بیمارستان
های ها، وسایل درمان تنفسی و حتی محلولشویها، کفها، توالتظرفشویی
). امروزه این باکتری به عنوان یکی از 3و2شوند (کننده یافت میضدعفونی
ی علی الخصوص عفونت های باکتریهایی که موجب شیوع عفونت های بیمارستان
ترین گونه سودوموناس است مطرح می باشد. سودوموناس آئروژینوزا شایع ،ادراری
که در بیمارستان ها سبب ایجاد مشکلات زیادی برای بیماران در بالین می گردد 
های گرم منفی گاهی دارای خمیدگی و در بیشتر ها باسیل). سودوموناس1و4(
 باشند. این باکتری به واسطه داشتن تاژک های قطبی  موارد میله ای راست می
 
ها دارای زایی، سودوموناسقادر به حرکت می باشد. در رابطه با پاتوژنز یا بیماری
باشند، از جمله اجزای ساختمانی طیف متعددی از مکانیسم های تهاجمی می
زایی  هایی که نقش مهمی در بیماریها و آنزیمها یا توکسینارگانیسم، سم
کنند. سودوموناس ها نسبت به اکثر آنتی بیوتیک ها به میکروارگانیسم بازی می
طور مشخص مقاومت نشان می دهند. حتی در میکرو اورگانیسم های حساس، 
مقاومت می تواند در طی دوره درمانی توسط القای آنزیم های غیر فعال کننده 
قاومت با واسطه پلاسمید از یک آنتی بیوتیک (مانند بتالاکتامازها) یا انتقال م
 ). براساس اصول6ارگانیسم مقاوم به ارگانیسم حساس گسترش یابد (
های شناسی، عفونت دستگاه ادراری زمانی وجود دارد که میکروارگانیسممیکروب
پاتوژنیک یا بیماریزا در داخل ادرار یا لولۀ حالب یا کلیه و یا پروستات یافت شوند. 
ها قادر به ایجاد عفونت ادرای می باشند. عی از میکروارگانیسمبطور کلی طیف وسی
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های گرم منفی از جمله اشریشیا کلی، سودوموناس، ترین عوامل، باسیلولی شایع
). اخیرا روش هایی بر پایه تکنیک های مولکولی به 9باشند (کلبسیلا و سراشیا می
ابداع شده است. از جمله  منظور تیپ بندی میکروارگانیسم های ایجادکننده بیماری
این روش ها می توان از روش هایی که برپایه استفاده از آنزیم های محدود کننده 
گذاری و لکه PLFR، PLFA، EGFPاستوار است به روش های ریبوتایپینگ 
هر  اشاره کرد. این روش های گفته شده علاوه بر مزایای زیاد آنها nrehtuoS
 EGFPه خود می باشند. برای مثال از تکنیک کدام دارای مشکلات مربوط ب
نیازمند مهارت فراوان، تجهیزات بخصوص، اندونوکلئازهای گران قیمت است، 
بخاطر  PLFA). تکنیک 7همچنین زمان زیادی باید صرف انجام تکنیک کرد (
 ). 8مرحله افزودن آداپتور بسیار زمان بر و گران قیمت است (
، مقرون به صرفه و قابل اعتماد برای تیپ یکی از تکنیک های ساده، سریع
تا  AVLMمی باشد. این تکنیک  AVLMبندی میکروارگانیسم ها تکنیک 
کنون برای تیپ بندی باکتری هایی از قبیل سالمونلا، لیستریا منوسایتوجنز و 
شناسایی تعداد  AVLM). اساس تکنیک 6اشرشیاکلی توسعه یافته است (
خاص روی ژنوم های لوکوس در) RTNVتکرارهای پشت سرهم (
 ). 23میکروارگانیسم است (
پس از انتخاب لوکوس های مورد نظر و طراحی  AVLMدر تکنیک 
های حاوی سویه های مورد نظر، تکثیر توالی ANDپرایمر برای آنها، و استخراج 
انجام می پذیرد. در ادامه محصول بدست آمده از  RCPبه روش  RTNV
و تعداد تکرار محاسبه می گردد. با توجه به اینکه در ژنوم  تعیین توالی شده RCP
وجود دارد  RTNVموجودات یک سری از توالی های تکراری پشت سر هم بنام 
که این توالی ها از نظر ساختاری و بازهای تشکیل دهنده مانند یکدیگر می باشند. 
 RTNVتنها تفاوت در تیپ های مختلف تعداد تکرارهای پشت سر هم از یک 
در جنس سودوموناس توالی های تکراری شناسایی شده است که در  .)33است(
، 512-SM، 412-SM، 312-SMاین پژوهش از چند مورد آنها که شامل 
می شود  371-SMو  241-SM، 322-SM، 222-SM، 712-SM
 جهت تیپ بندی سویه ها استفاده شده است. 
سویه های مختلف از این توالی ها که دارای تکرارهای متفاوتی در 
سودوموناس آئروژینوزا می باشد ابزار مناسبی برای طبقه بندی زیرگونه های 
سودوموناس آئروژینوزا می باشد که از بیماران مختلف و یا از مکان های مختلفی 
بدست آمده است. با توجه به اینکه تیپ بندی سویه های پاتوژن بیمارستانی می 
به منظور طراحی یک روش درمانی موثر در اختیار  اطلاعات بسیار مفیدی تواند
پزشکان و کادر درمانی بگذارد این مطالعه با این هدف که بتوان به یک الگوی 
بنابراین در این پژوهش تیپ  انجام گرفت. مشخص و قابل اعتمادی دست یابیم،
بندی باکتری های سودوموناس آئروژینوزای جدا شده از نمونه های ادراری 
ان دارای عفونت ادراری بر اساس توالی های تکراری پشت سر هم توسط بیمار
 بررسی شد. AVLMتکنیک 
 
 
 هامواد و روش
در این مطالعه نمونه های ادرار از بیماران در بخش های جمع آوری نمونه ها: 
، زنان، مردان، اطفال و بیماران سر پایی UCC، UCIمختلف اعم از اورژانس، 
ز انتقال نمونه ها به آزمایشگاه همه آنها بر روی محیط جمع آوری شد. پس ا
کشت نورینت آگار کشت داده شدند. این نمونه ها در مرحله بعدی برای جداسازی 
سویه های سودوموناس آئروژینوزا مورد بررسی اختصاصی قرار گرفتند. پس از 
ج و با اینکه نمونه های حاوی سویه های سودوموناس آئروژینوزا به روش های رای
کیت های اختصاصی آزمایشگاهی مورد تائید قرار گرفتند، از هر کدام کشت 
خالص بر روی محیط کشت نوترینت آگار تهیه شده و برای مدتی تا انجام مراحل 
 آزمایش در یخچال نگهداری شدند.
 cimoneG nips-G، از کیت ANDجهت استخراج: ANDاستخراج 
استفاده شد. ابتدا باکتری ها در  )ehcoR(آلمان,  tiK noitcartxE AND
ساعت گرماگذاری در دمای  42محیط کشت نوترینت براث کشت داده و پس از 
میلی لیتر از کشت باکتری را برداشته و درون ویال های  3درجه سانتی گراد،  61
سانتریفوژ گردید. در ادامه مایع را  2228 با دور دقیقه 63استریل ریخته و به مدت 
میکرولیتر لیزوزیم را  1میکرو لیتر محلول پره بافر کیت و  26یخته، سپس را دور ر
درجه سانتیگراد نگهداشته شد. پس از آن  71به رسوب سلولی اضافه و در دمای 
میکرولیتر از  262بافر و مقدار  Gمیکرولیتر از محلول  262به ترتیب مقدار 
ند. در مرحله بعد، اضافه گردید و هر بار خوب مخلوط شد reffub gnidnib
دقیقه با  3محصول متلاشی شده سلولی بر روی ستون ها لود گردید و به مدت 
میکرولیتر از  223سانتریفوژ انجام گرفت. بعد از شست و شوی ستون،  22213دور 
محلول الوشن بافر به طور مستقیم روی غشاء ستون ریخته شد. محلول حاصل به 
استخراج شده پس از اینکه  ANDریفوژ گردید. سانت 22213دقیقه با دور  3مدت 
توسط اسپکتروفتومتر (مرک، آلمان) تعیین مقدار شد، جهت انجام الکتروفورز و 
 در یخچال نگه داری شد.  RCPسپس تکثیر به روش 
ژنومی تکثیر ژن ها و  ANDپس از استخراج : RCPبه روش  ANDتکثیر 
) به روش 3ای اختصاصی آنها (جدول توالی های مورد نظر با استفاده از پرایمره
این پرایمرها از مطالعات انجام شده توسط سایر محققین انجام شد.  RCP
 ).23و13استخراج و مورد استفاده قرار گرفت (
 
 )23( RCP. توالی پرایمرهای استفاده شده برای ژن ها و نواحی تکراری ژنی برای تکثیر به روش 3 جدول
 )pbاندازه( پرایمر نام ژن )pbاندازه ( پرایمر نام ژن
 312-SM
 GTAGTCGAGCCTCATGCGGT-F
 CTAGGTGGTTGTGAACGGGTC-R
 222-SM 123
 GCGGAAGGAGCGTCTTGACGT-F
 TAGGCAGCAATTCGTGGAGA-R
 323
 412-SM
 TTGGGTCATCCTCCTACTACC-F
 ATCTCCAACCGCTTGTCGCAAA-R
 322-SM 633
 GGTCATCCGCTAGTCGAGT-F
 CGCTTGGCCGTATAACGGTT-R
 923
 512-SM
 ATGCCGAGCCGCAACATGTC-F
 ACAAGCGCTGCCCAAAGCAG-R
 241-SM 623
 GAGTGAGGAAGCGGGGTG-F
 GTTGTAGTTGACCGTGACGA-R
 633
 712-SM
 CGCTCCTTTTCTGCGACAAG-F
 TAGTCAGCGCTGTCGGTCTT-R
 371-SM 623
 CTGAACGCGCTTGACGTC-F
 AACCATTGCGACCGACTTTA-R
 142
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 حامد اسمعیل لشگریان و همکاران؛ AVLMهای سودوموناس آئروژینوزا توسط بررسی الگوی تایپینگ سویه
 
 retsaMو بافر این واکنش به صورت  TNdp، lcgM2بدین منظور 
 7از شرکت سینا کلون ایران تهیه گردید. مخلوط این واکنش که شامل  xim
 2/6 ،drawroF remirPمیکرولیتر  2/6، xim retsaM RCPمیکرولیتر 
میکرولیتر  3و  O2Hddمیکرولیتر  93، esreveR remirPمیکرولیتر 
تایی  24ده از چرخه حرارتی تهیه شده بود، و با استفا AND etalpmeT
دقیقه، سپس مراحل  23برای  66C°شامل یک مرحله واسرشتی اولیه در دمای 
ثانیه، مرحله  21به مدت  46C°واسرشتی برای چرخه های بعدی در دمای 
در  noisnetxEثانیه، مرحله  21به مدت  29 C°در دمای  gnilaennA
در  noisnetxE laniFمرحله ثانیه و در نهایت یک  21به مدت  27 C° دمای
 ).23دقیقه بود ( 6به مدت  27 C°دمای 
از محصول بدست آمده الکتروفورز بر  RCPبرای تایید انجام واکنش الکتروفورز: 
درصد در 3ژل آگاروز درصد انجام شد. بدین منظور  3روی ژل آگاروز با غلظت 
ی لیتر محلول میل 6تهیه و بعد از حرارت و خنک شدن آن  EBT) 2/6xبافر (
, آمریکا) اضافه شد و درون قالب ریخته شد. برای negaiQاتیدیوم بروماید (
میکرولیتر رنگ  3را با  RCP میکرولیتر از محصول 6بارگذاری ژل مقدار 
مخلوط کرده و در داخل چاهک های مخصوص ریخته شد.  eyd gnidaol
 223 sulp pbی از سایز مارکر تجارت RCPبرای تعیین اندازه محصول های 
تنظیم کرده و  28استفاده گردید. در مرحله بعد دستگاه الکتروفورز را بر روی ولتاژ 
 VU noitatnemucoD leGپس از اتمام الکتروفورز، ژل ها دستگاه 
 , آمریکا) قرار داده و عکس از آنها تهیه شد. dnalpU(
مودار تکاملی جهت رسم نرسم نمودار ارتباط تکاملی و تعیین تیپ سویه ها: 
 .dusp-u.avlm//:ptthدادهها وارد نرم افزار موجود در سایت 
 شده و دندروگرام حاصل برای تیپ بندی  gnipytoneg/4vavlm/rf
برای این  رسم شد. AMGPUجدایه ها، بر اساس ضریب طبقه ای و الگوریتم 
یکسان درصد تعداد تکرار  28درصد یا بیشتر از  28منظور سویه هایی که دارای 
در یک تیپ و سایر  ))VLD( RTNVلوکوس  2بودند (بر پایه تفاوت در 
 سویه ها را در تیپ های مختلف قرار گرفتند.
 
 
  یافته ها
بیماران مبتلا به عفونت ادراری  سویه جدا شده از 27از میان : جداسازی سویه ها
 72ماران مرد ( جدایه از بی 63درصد) از بیماران زن و تعداد  19جدایه (  44تعداد 
 26/6( UCIسویه از بخش  71جدایه، تعداد  27از میان درصد) بدست آمد. 
 4/1سویه از بخش مردان ( 1درصد)،  4/1( UCCسویه از بخش  1درصد)، 
سویه از بخش اورژانس  1درصد)،  6/7سویه از بخش زنان ( 4درصد)، 
درصد)  22/8ویه (س 93درصد) و تعداد  6/7سویه از بخش اطفال ( 4درصد)، 4/1(
 ).2(جدول  بودبه آزمایشگاههای تشخیص طبی مراجعه کننده از بیماران سرپایی 
برای محصول بدست آمده  RCPتکثیر ژن ها توسط  پس از: تیپ بندی سویه ها
). 3ژن الکتروفورز بر روی ژل آگاروز صورت گرفت (شکل  8از توالی های هر 
شان دهنده اندازه هر کدام از توالی ها بود باندهای ایجاد شده بر روی ژل ها که ن
 001 RZ(pb  223 از طریق مقایسه با مارکر sloot eneGتوسط نرم افزار 
) مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. پس از تعیین ™rekraM AND pb
 تیپ به دست آمد. از این  61سویه،  27در  بررسی میزان تکرار ها توالی و
سویه بود. پس از آن  23با  3رین تعداد متعلق به تیپ های بدست آمده بیشتتیپ
بودند  4و 1سویه را شامل می شدند. در ادامه تیپ های  6هر کدام  9و  2تیپهای 
سویه بودند. و در انتها هم سایر تیپ ها  2شامل  43تا  7سویه و تیپ های  1که 
 ).1بودند که تنها یک سویه را در بر می گرفتند (جدول 
 
 فراوانی باکتری های جداشده از بخشهای مختلف بیمارستان ها .2 جدول
 درصد جدایه از کل تعداد جدایه  منشاء جداسازی
 26/6 71 UCI
 4/1 1 UCC
 4/1 1 NEM
 6/7 4 NEMOW
 4/1 1 YCNEGREME
 6/7 4 NERDLIHC
 22/8 93 D.P.O
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
هایی که جهت آنالیز و ژن  RCP. ژل الکتروفورز بدست آمده از محصول 3شکل
 تیپ بندی سویه مورد استفاده قرار گرفته اند. 
 
 سویه جداسازی شده را که توسط نرم افزار 27درخت تکاملی ژنی  2شکل 
رسم شده است نشان می دهد. در این درخت فیلوژنی ارتباط بین  AMGPU
 سویه های مختلف بر اساس شباهت در تکرارهای آنها در یک شاخه قرار 
فته اند. طول هر شاخه نیز تفاوت در تعداد تکرارها را در شاخه های مختلف گر
 gninnaps muminiM( TSMالگوی  1). شکل 43نشان می دهد (
برای سویه های مورد نظر را نمایش می دهد.  AVLM) حاصل از آنالیز eert
تیپ دسته بندی شده اند بر اساس تعداد  61سویه ای که در  27در این شکل 
یه ای که در دسته بندی قرار گرفته است بصورت یک کلون ارائه شد است. در سو
نال وکمپلکس کل 33بدست آمده در این پژوهش شامل  TSMمجموع الگوی 
) می شود. این مفهوم برگرفته از ارتباط و نزدیکی )CC( xelpmoc lanolc(
خص مقایسه بین تعداد تکرارهایی است که در هر یک از تیپ بندی ها بعنوان شا
نشان دهنده مارکرهایی هست که  CCدر نظر گرفته شده است. فاصله بین هر 
در هر کلون مشترک هستند. و در صورتیکه اشتراک بین شاخص ها بیشتر باشد 
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معمولا درک  TSM). الگوی 63فاصله کلون ها به یکدیگر نزدیک تر می باشد (
صفت مشترک هستند را به بهتری از تیپ بندی سویه هایی که عامل ایجاد یک 
ما می دهد. به این دلیل که همزمان تفاوت ها و شاخص های مشترک را بصورت 
  ).93کمپلکس کلنال مشخص می نماید (
 
سویه انتخاب شده به  27. تعیین تایپ سویه های سودوموناس آئروژینوزا. 1 جدول
تکرارها و  تایپ دسته بندی شده اند که سویه ها بر اساس شباهت در تعداد 61
 دآنها درون یک تایپ قرار گرفته انقرابت 
 سویه ها شماره تیپ بندی سویه ها شماره تیپ بندی
 31 32 66،8،26،26،64،44،22،6،1،2 3
 21 22 32،63،63،13،33 2
 49 12 46،16،94 1
 74 42 41،23،9 4
 23 62 22،43،4 6
 39 92 84،61،71،91،61 9
 82 72 7،6 7
 12 82 72،62 8
 64 62 96،81 6
 93 21 69،42 23
 29 31 19،83 33
 14 21 24،34 23
 36 11 11،21 13
 29 41 79،99 43
 73 61 24 63
 69 91 3 93
 8 71 66 73
 27 81 76 83
 89 61 92 63
 - - 62 22
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
پشت  . دیاگرام حاصل از نمودار تکاملی بدست آمده از توالی های تکراری2شکل 
  دارای عفونت ادرای.سر هم از سویه های سودموناس آئروژینوزا جدا شده از بیماران 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
مل عفونت ادراری بالینی عا بدست آمده از جدایه های  TSMالگوی  .1شکل 
در بیماران مختلف. کلنال کمپلکس های مشاهده شده در این شکل نشان دهنده 
ت در تعداد وارتباط بین چند مارکر مشترک (قسمت رنگی) و فاصله بین آنها تفا
 تکرارها را نشان می دهد.
 
  بحث و نتیجه گیری
س نمونه از سویه های مختلفی از سودومونا 27در این تحقیق تعداد 
و  UCIآئروژینوزا از طیف وسیعی از بیماران اعم از افراد بستری در بخش های 
تا افرادی که بصورت سرپایی درمان شده اند جداسازی شد. این سویه ها  UCC
علیرغم اینکه از نظر خصوصیات بیوشیمیایی و آنالیزهای رایج شباهت زیادی به 
تیپ دسته  61ی به تعداد در تیپ بند AVLMیکدیگر داشتند، ولی در آنالیز 
بندی شدند. این تعداد تیپ بدست آمده از سویه های سودوموناس آئروژینوزا نشان 
دهنده دقت بالای این روش در تمایز تفاوت هایی بود که در این سویه ها وجود 
 AVLMداشت. این تفاوت ها که منجر به ایجاد تیپ های متفاوت در روش 
 ج بیوشیمیایی به هیچ وجه قابل تشخثص نبود.شد نشان داد با روش های رای
در جامعه، بخصوص  ) یکی از سه عامل بسیار رایجITUعفونت دستگاه ادراری (
و در سطح بیمارستان است. عفونت ادراری ناشی از آلودگی به باکتری های 
بیماری زا پس از عفونت دستگاه تنفسی مهم ترین نوع عفونت در بیماران بستری 
 . )73( مختلف بیمارستان ها می باشد در بخش های
بیماران مبتلا به عفونت های ادراری بسیار متنوع بوده، بطوریکه طیف 
وسیعی از سویه های باکتریایی با خصوصیات و بیماریزایی متفاوت شناسایی و 
). با توجه به تنوع بالایی که در سویه های بیماری زایی 83و63گزارش شده است (
ز بخش های مختلف بدست می آید که این سویه ها غالبا حامل که از بیماران ا
ژن های مقاومت آنتی بیوتیکی می باشند، محققین به دنبال راهکارهایی عملی و 
دقیق تری به منظور تمایز این سویه های نزدیک به یکدیگر می باشند. از 
بر  آنجائیکه روش های تشخیصی برای حجم بالایی از نمونه های بالینی علاوه
زمانبر بودن، هزینه زیادی نیز به دنبال خواهد داشت، در نتیجه اهمیت تکنیک 
بر همه محققین حوزه درمان آشکار شده  بیش از پیش AVLM هایی از قبیل
که در آن  AVLMاست. به این دلیل در سالهای اخیر، تیپ بندی بر پایه 
بررسی می شوند برای  ها توسط تعداد تکرار های آنها در چندین ناحیه ژنیجدایه
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تعدادی از باکتری های مهم از جمله باسیلوس آنتراسیس، استافیلوکوکوس 
اورئوس، انتروکوکوس فاسیوم، هموفیلوس آنفلوانزا، بوردتلا پرتوسیس و بسیاری 
). یکی دیگر از تکنیک های رایج که در مطالعات 22دیگر استفاده شده شده است (
می باشد.  EGFPتکنیک  مقایسه شده است AVLMمختلف با
جدایه از سودوموناس آئروژینوزا را که از  212و همکاران تعداد  nossnahoJ
بیماران سیستیک فایبروزیس جدا کرده بودند توسط هر دو روش ذکر شده آنالیز 
درصد نتایج به یکدیگر شبیه بودند. با این  36نمودند. در این مطالعه مقایسه ای 
 EGFPتاکید داشتند که علیرغم گران و زمان بر بودن  وجود آنها به این مورد
 ). 23بیشتر است ( AVLMدقت آن در مقایسه با 
و همکاران انجام شد، به این نتیجه  eeLیک مطالعه دیگر که توسط در 
اران سیستیک مرسیدند که برای آنالیز سویه های سودوموناس جداشده از بی
ه اند و باکتری های بیماری زا در ریه فایبروزیس که بصورت عفونت مزمن در آمد
کلونیزه شده اند روش های مولکولی دقیق تری برای تمایز سویه باید بکار گرفته 
 EGFPعلیرغم اینکه نسبت به تکنیک هایی مانند  AVLMروش  ).32شود (
در این روش هر سویه با یک به این دلیل که از دقت کمتری برخوردار است ولی 
در ارتباط است، آنالیز تعداد  RTNVکه با تعداد تکرارها در  کد توصیف می شود
بسیار زیادی از نمونه ها را به راحتی امکانپذیر می کند. در مطالعه حاضر نشان 
بخوبی می تواند با سرعت و دقت  AVLMداده شد که بکارگیری تکنیک 
العه به سویه مورد مط 27بالایی سویه ها را از یکدیگر تمایز دهد، بطوریکه هر 
-SM,312-SMلوکوس ( 8کمک این تکنیک آنالیز شدند. در تحقیق حاضر از 
 )371-SM,241SM,322SM,22-SM,712-SM,512-SM,412
که برای آنالیز انتخاب شده بودند، اکثر سویه ها دارای لوکوس های فوق بودن و 
کمتر بود که در مطالعات سایر مناطق دنیا نیز  371-SMفقط فراوانی لوکوس 
نتایج مطالعه ما نشان می دهد که  ).6و13چنین نتایجی مشاهده شده است (
لوکوس های مورد استفاده در این مطالعه قدرت تمایز بالایی داشتند. داده های ما 
انتشار کلونال ژنوتیپ های سودوموناس آئروژینوزا را در بیمارستان ها در بخشهای 
موناس آئروژینوزا در نشان داد. شیوع بالای سودو UCIمهمی همچون 
بیمارستانهای بررسی شده احتمالا به عنوان یک نتیجه از انتقال یک سویه 
  مشترک میان بیماران است به طوریکه انتشار کلونال دیده شد.
اکثر بیماران اعم از بیماران بستری شده در نتیجه مطالعه نشان داد که 
بطوریکه در این مطالعه از و یا سرپایی در معرض عفونت ادرای می باشند،  UCI
. شدتمامی نمونه های بالینی تیپ های متفاوتی از سویه های بیماریزا شناسایی 
 AVLMعلاوه بر این نتایج حاصل از تیپ بندی سویه ها بوسیله تکنیک جدید 
نشان داد که این روش می تواند علاوه بر صرف هزینه کمتر، با سرعت و دقت 
ویه ها عمل کرده و این ارتباط بین منشأ سویه های بیشتری در شناسایی منشأ س
 جدا شده را نشان دهد.
 
 
 تقدیر و تشکر
در  رانیا یاطفال، دانشگاه علوم پزشک یعفون قاتیمرکز تحق بدینوسیله از
اهدای نمونه بیماران و همکاری مشترک با پژوهشکاه مهندسی ژنتیک و زیست 
 شود.می قدردانیفناوری 
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ABSTRACT 
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Pseudomonas aeruginosa is considered as one of the important causes of 
urinary infections in hospitals. The aim of the current study is the genetic typing for the number of bacterial strains 
isolated from patients using MLVA technique.  
METHODS: In this study, 70 isolates were collected from different hospitals located in Tehran city. First, DNA 
extraction was conducted for genotyping analysis by MLVA method. Subsequently, VNTR sequences located in 
several genes of bacterial genomes such as MS-214, MS-215, MS-217, MS-222, MS-223, MS-142 and MS-173 were 
amplified by specific primers using PCR technique. After confirming the PCR amplification using electrophoresis and 
visualization of their bonds on agarose gel, relationship evolutionary graph for the different strains was constructed 
based on MLVA technique. 
FINDINGS: After the electrophoresis of PCR products and determination of VNTR copy-numbers, 70 strains were 
classified as 39 types and genetic evolutionary tree was also constructed based on VNTRs Data. According to the MST 
algorithm, 70 clinical strains divided into 11 clonal complexes which these criteria is interpreted as genetic distance 
based on the difference of VNTR copy numbers for each group. 
CONCLUSION: The present study showed that MLVA could be helpful for typing clinical strains of P. aeruginosa. 
The results also showed that this method had great potential to differentiate those strains with high phenotypic 
similarity. 
KEY WORDS: Pseudomonas Aeruginosa, Genotyping, Urinary infection, MLVA, VNTR.  
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